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青海湖裸鲤的种群结构和线粒体 DNA变异 
赵 凯 ，何舜平2，彭作刚2，李俊兵2 
(1．青海大学农牧学院，青海 西宁 810003；2．中国科学院水生生物研究所，湖北 武汉 430072) 
摘要：对青海湖裸鲤55个个体Cyt b基因全序列进行了测定和分析，探讨了种群结构和群体遗 
传多样性。用MEGA2．1软件分析了碱基组成和序列变异；以黄河花斑裸鲤为外群，构建了单 
倍型的NJ树；用Arlequin Ver．2 000程序计算了群体内遗传变异值(Fst)。结果显示，青海湖裸 
鲤群体没有显著的种群结构，提示青海湖裸鲤群体内存在广泛的基因交流；种群的遗传多样性 
较低(丌=0．7828±0．0532)，青海湖裸鲤种群很可能在历史上遭受过严重的“瓶颈效应”。 
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M itochondrial diversity and population structure of Gymnocypris 
przewalski przewalskii(Teleostei：Cyprinidae) 
ZHAO Kai ，HE Shun-ping2，PENG Zuo—gang，LI Jun一 【 
(1．Agriculture and Animal Husbandry Colege，Qinghai University，Xining 8 10003，China； 
2．Institute of Hydrobiology，Chinese Academy of Sciences，Wuhan 430072，China) 
Abstract：We examined the genetic diversity an d population stmctum of Gymnocypr／s przewalskii p~ewal— 
ski by sequencing mitochondrial DNA(mtDNA)cytoehmme b(Cyt b)genes(1 140 bp)from 55 individ— 
uals．Nucleotide composition was calculated using MEGA 2．1．Selecting Gymnocypr／s eckloni as out— 
groups，one molecular phylogenetic tree of 17 haplotypes was constructed using NJ in MEGA 2．1．The ge— 
netic variability(Fst)in population of Gymnocypr／s przewalski przewalski Was calculated with Arlequin 
Ver．2000．Our results showed that there Was no signifcant genetic structuring in population of 一 
cyprisprzewalskiiprzewalskii，which suggested that there existed strong gene flow．The population of G伽 一 
nocyprisprzewalski przewalski exhibited a low nucleotide diversity(丌=0．7828±0．0532)，which sug— 
gested this population could have experienced severe botdeneck efect in history ． 
Key words：Cymaocyp~ przewalskiiprzewalskii；mtDNA；population structure；genetic diversity 
青海湖位于青藏高原东北部，是高原最大的内陆咸水湖泊。裂腹鱼亚科(Schizothoracinae)在青海湖 
水系仅分布着裸鲤属(Gymnocypr／s)的一个特有种——青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalski)ll J。青海湖裸 
鲤由于具有适合于咸淡水环境和高原鱼类少有的洄游繁殖生态特性，又是已知青藏高原发挥经济效益 
最大的鱼类，因而长期以来受到鱼类学家的关注。 
对青海湖裸鲤的研究最早始于 1876年，在其后的一个多世纪里，许多学者根据形态学特征先后将 
青海湖地区裸鲤共描述了7个种，直到 1975年朱松泉等认为这7个种属于同物异名，并将其归并为青 
海湖裸鲤一种l J。由此也反映出青海湖裸鲤种群表型特征存在较大的变异性 ，因而通过不同的标记技 
术，对青海湖裸鲤种群结构和遗传变异开展深入调查就显得非常有意义。随着生化和分子生物技术的 
发展，近些年对青海湖裸鲤种群结构和遗传变异特征的研究已有一些报道，但由于青海湖地区地处高海 
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拔，环境恶劣，新鲜样品采集很困难，加之物种濒危，已有的相关研究仅限于局部采样和小样本分 
析[ ]，研究结果也主要停留在多态态型的表述和遗传多样性的定性描述上，尚不能提供一个详细而明 
确的青海湖裸鲤种群结构和遗传多样性的科学推断。线粒体 DNA(mtDNA)对于检测种群结构和评估种 
群遗传变异显示出更强的敏感性 5。本研究立足群体水平，通过对青海湖裸鲤群体的广泛采样，检测线 
粒体DNA细胞色素 b(Cyt b)基因全序列，分析青海湖裸鲤的种群结构和遗传变异水平，为青藏高原鱼 
类的分子系统学研究积累基础资料。 
1 材料与方法 
1．1 样品来源 
样品为1999--2003年野外采集的青海湖裸鲤55个个体，分别来自于青海湖周边5条内流河的青海 
湖裸鲤繁殖群体，以及湖区的北、东和南3个采样点(表 1)。样品用95％酒精固定，存放在中国科学院 
武汉水生生物研究所。 
1．2 PCR扩增和序列测定 
采用 A lbel【 J的方法从肌肉中提取总DNA。总的6o PCR反应体系包括100 ng模板，0．75止 dNTP， 
1．5t,L引物，5．0biLl0×Bufer，3U Taq酶。PCR反应条件为95~(2预变性 180s，然后重复3O个循环，包括 
94℃变性30s，63℃复性 60s，72℃延伸90s，最后72℃延抻420s。扩增产物用Glasmilk试剂盒回收纯化目 
的片断，由联合基因公司测序。使用引物为Ll4724(5 ～GAC TrG AAC CAC CGT TC一3 )和H15915 
(5 一CTC CGA TCT CCG GAT TAC AAG AC一3 )。 
1．3 数据处理 
序列的排定采用 CLUSTAL w J程序并辅以手工校正。核苷酸的组成和可变位点等遗传变异分析 
采用MEGA2．1【 J软件。用MEGA2．1中的Kimura 2一parameter模式构建所有单倍型的NJ树[ 。 
种群结构和遗传变异分析采用Arlequin Ver．2 000[ ]程序，将青海湖裸鲤种群按样品来源划分为不 
同的组群，估计不同组群问遗传变异(Fst)的分布，进而估计种群遗传结构。核苷酸多样度( )和单倍型 
多样度(h)被用来评估种群的遗传多样性【10J。 
2 结果与分析 
2．1 序列变异 
对来自青海湖裸鲤的55个个体进行排序分析后，得到全序列长1 140 bp，其中保守位点1 122个，变 
异位点18个，包括7个简约信息位点和 l1个单个变异位点。大多数的变异发生在密码子第3位(94．44 
％)，第 1位仅为 5．55％，第 2位未检测到变异。Cyt b基因片段中A、T、c、G碱基平均含量分别为 
26．7％、31．2％、26％、16．1％，表现出明显的反G偏倚，显示细胞色素 b基因的共同特性【1 J。其中A+T 
含量(57．9％)明显高于G+C(42．1％)含量。在细胞色素 b全序列中，群体内有 17个位点发生转换，仅 
1个位点发生了颠换。一般认为[1,12]，序列变异位点的转换易在鱼类的近亲种间较频繁地发生，而颠换 
在较远缘种间逐渐明显，在同种的鱼类间，转换往往在数量上远超过颠换。 
2．2 单倍型的 NJ分析 
在全部55个个体中共检测出17个单倍型(表 1)。单倍型在群体中的分布显示，来自于每一取样群 
体的样品没有形成自己特有的单倍型类群，一些单倍型(Hap 2、Hap 4、Hap 7、Hap 8、Hap 15和Hap 16)被 
来自不同取样群体的个体共享。其中最大的单倍型组(Hap 8)包含23个个体，而且广泛分布在每一取 
样群体。 
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表 1 青海湖裸鲤不同取样群体中 Cyt b单倍型(Hap 1一l7)的分布 
样地 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 nb 单倍型 特有单倍型 
沙柳河 1 2 1 1 4 1 2 1 13 8 
泉吉河 2 1 1 2 6 4 
布哈河 1 1 3 1 6 4 
黑马河 1 1 2 1 1 6 5 
小北河 1 4 1 6 3 
青海湖湖北 1 1 2 1 1 6 5 
青海湖湖东 1 1 3 1 6 4 
青海湖湖南 1 3 1 1 6 4 
nn 1 1 5 3 1 1 3 23 2 1 】 】 1 】 3 6 1 55 
注： 表示每个单倍型包含的个体总数；n 表示每一采样点的样品数。 
以黄河花斑裸鲤作为外类群，采用NJ法构建了l7个单倍型的关系树(图1)。图中Hap】～l7分别 
代表单倍型 1～17，节点的数字为NJ分析的Bootstrap支持率(1 000次重复)。拓朴结构显示，来自青海 
湖裸鲤的l7个单倍型没有分化成不同的谱系，各枝的节点支持率均低于50％，而且青海湖裸鲤8个取 
样群体的单倍型在NJ树上相互交叉，即使各群体的一些特有单倍型在NJ树上也没有形成独有的进化 
枝。这些结果提示青海湖裸鲤各取样群体在 Cyt b水平没有显著的群体结构。 
— — — — — — — — — — — — —  
o01 
Gymeocypriseckloni 
图 1 青海 湖裸鲤 17个单 倍型的 NJ树 
2．3 种群结构和群体遗传变异 
为了进一步调查青海湖裸鲤的种群结构，我们根据样品来源的不同群体划分不同的组群，进行组群 
间的遗传变异分析，用10 000次重复随机抽样单倍型重排后进行显著性检验。结果各群体间的遗传变 
异值(Fst)的统计学检验差异均不显著(P>0．05)(表 2)，表明青海湖裸鲤种群内无显著的地理结构或 
种群结构。计算青海湖裸鲤群体单倍型多样度( 和核苷酸变异度(丌)分别为 0．7828±0．0532和 
0．0( D5土0．O0126 
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表2 不同样地青海湖裸鲤群体内遗传变异值(Fst) 
注：对角线以上为青海湖裸鲤种群遗传变异值(，st)；对角线以下为10 000次重复随机抽样单倍型重排后显著性检验的 P值。 
3 讨论 
在实验取得的Cyt b资料中，用单倍型构建的进化树和差异不显著的种群遗传变异值(Fst)均表明 
青海湖裸鲤种群在Cyt b水平无显著的地理结构或种群结构，提示青海湖裸鲤种群内存在广泛的基因 
交流，同时本试验的结果也有力地支持了形态学上对青海湖裸鲤种的归并。一般认为，由于地理隔离造 
成鱼类基因交流的完全中断，或同一水域中不同栖息环境的存在部分地限制鱼类的交流，是物种形成种 
群结构甚至分化出亚种的重要因素[13 J。有研究表明-l ，黄河花斑裸鲤存在明显种群结构，其主要原因 
是黄河上游几大峡谷在一定程度上阻碍了花斑裸鲤群体内的基因交流。与此形成鲜明对比的是青海湖 
周边虽有众多内流河，最长的布哈河延伸长4OO余公里，但这些河流仅作为每年繁殖季节裸鲤鱼洄游产 
卵的场所，加之青海湖大致相同的湖?自底栖环境和极其贫养的特点-l引，鱼类需长途迁行觅食，从而促使 
了群体内广泛的基因交流。由此可见，青海湖虽然是青藏高原最大的咸水湖泊，但青海湖裸鲤种群在其 
进化过程中并未形成显著的遗传结构。 
在55个青海湖裸鲤的个体中只检测到17种单倍型，Cyt b单倍型多样度(h)和核苷酸多样度( )与 
一 般鲤科鱼类相比也保持较低的水平，属具较小种内变异的种群[5,16,17 J。种群的mtDNA多态性相对贫 
乏，通常的解释为种群曾经历过“瓶颈效应”的打击 ，而后又受“创立者效应”作用的结果【ts]。青藏高原 
自第四纪以来经历了数次地质和气候的改变-l ，生活在高原水域中的鱼类或多或少经历过瓶颈，由于 
适应的选择可能导致了遗传多样性普遍的贫乏。自然群体中的遗传变异是该群体将来进化的原材料， 
遗传变异的丧失，对于生活于波动环境中的野生群体是一个极大的威胁。因此，目前对青海湖裸鲤种群 
的保护措施应继续进行下去，尤其要加强有利于恢复和增加群体遗传变异的措施。 
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